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(54) Derives de peptides comportant une acide phosphinique utilisables comme inhibiteur de 
l endopeptidase a zinc 24-15 



(57) (.'invention concerne de nouveaux derives de 
peptides utilisables comme inhibiteur de I'endopeptida- 
se a zinc 24-15. 

Ces derives de peptides comportent ia sequence 
d'acides amines suivante : 

- Phe T(P0 2 CH 2 )- (LD) Xaa , -Yaa , -Zaa'- 

dans laquelle 

^(POgCHg) indique que la liaison peptidique 
(CONH) a ete remplacee par la liaison phosphinique 
(P0 2 CH 2 ), 

Xaa' et Zaa' qui peuvent etre identiques ou diffe- 
rents, represented chacun un acide amine naturel ou 



un pseudo-acide amine, et 

Yaa 1 represente Arg ou Lys. 
A titre d'exemple de tels derives, on peut citer ceux 
de formule : 

z -(L.D) Phe ^(P0 2 CH 2 ). (LDr Gly.Arg-MetOH 

Z- (LD) Phe ^(P0 2 CH 2 )- (LD) -Ala-Arg-MetOH 

Z- (LD) Phe Y(P0 2 CH 2 )- (LD) -Ala-Arg-PheOH 
avec Z representant le groupe benzyloxycarbonyle. 
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Description 



La presente invention a pour objet de nouveaux derives de peptides utilisables comme inhibiteur de I'endopepti- 
dase a zinc EC.3. 4.24-1 5. 

De facon plus precise, elle concerne des derives de peptides qui sont des inhibiteurs puissants et selectifs de 
I'endopeptidase 24-15, tout en etant inactifs vis-a-vis d'autres peptidases a zinc telles que I'endopeptidase 24-16, 
I'enzyme de conversion de I'angiotensine, I'endopeptidase 24-11 , les amino peptidases M et L et les carboxy peptidases 
A et B. 

L'obtention d" inhibiteurs de proteases a zinc est un enjeu pharmacologique d'importance. En effet, par le role 
qu'elles jouent chez les mammiferes dans le metaboiisme des proteines et des peptides, de nombreuses metallopro- 
teases a zinc sont impliquees dans des fonctions physiologiques importantes et peuvent etre a I'origine de diverses 
pathologies. Au niveau du systeme nerveux central, mais aussi des systemes plus peripheriques, un certain nombre 
d'endopeptidases a zinc (endopeptidases 24-11, 24-15 et 24-16) interviennent dans la degradation ou la maturation 
de nombre ux neuropeptides. Au niveau du systeme cardio-vasculaire, les enzymes de conversion de I'angiotensine 
et de i'endotheline jouent un role essentiel dans la regulation de la pression arterielle. On trouve egalement des me- 
talloproteases a zinc dont I'activite est associee aux maladies du vieillissement et au developpement des metastases 
cancereuses (collagenase, elastase, gelatinase, stromelysine). D'autre part, de telles metalloproteases ont pu etre 
identifies dans certains cas comme etant etroitement associees a la virulence de certains microorganismes (oxines 
botuluniques et tetaniques, hemagglutinine cholerique, pseudomonas aeruginosa, maladies parodontales dues aux 
bacteries collagenolytiques ). 

II serait done interessant de disposer d'inhibiteurs specif iques de ces proteases dans des buts therapeutiques. 

Differents groupes dans le monde se sont interesses a ce probleme et ont developpe une approche rationnelle 
pour synthetiser de tels inhibiteurs. Celle-ci repose sur une propriete fondamentale des metalloproteases a zinc: la 
presence dans leur site actif d'un atome de zinc participant a la catalyse de I'hydrolyse de la liaison peptidique. 

Gtobalement cette strategie consiste a synthetiser des peptides analogues aux substrats de ces proteases mais 
dans lesquels on remplace la liaison peptidique (CO-NH) ciivee par ces proteases par un groupement chimique pre- 
sentant. d'une part, de bonnes analogies structurales et electroniques avec la liaison peptidique & I'etat de transition, 
et capable, d'autre part, d'interagir fortement avec I'atome de zinc present dans le site actif de ces proteases. 

Sur les figures 1 a 3 annexees. on a illustre I'etat fondamental d'un substrat peptidique de ces enzymes, puis son 
etat de transition (figure 2) et I'etat de transition (figure 3) d'un inhibiteur constitue par un analogue du substrat pepti- 
dique dans lequel la liaison CO-NH ciivee par I'enzyme a ete remplacee par une liaison P0 2 -X avec X representant 
NKOouCH 2 . 

Sur la figure 1. R\ R 2 . R 3 . R 1 \ R 2 ' et R 3 ' represented les chaines laterales des acides amines situes de part et 
d'autre de la liaison peptidique ou phosphinique impliquee dans la reaction avec I'enzyme. 

Ainsi. pour de tels inhibiteurs, on a retenu jusqu'a present des groupements chimiques du type phosphonamide 
(X=NH). phosphonique (X=0) ou phosphinique (X=CH 2 ). qui presentent de bonnes analogies structurales et electro- 
niques avec la liaison peptidique a I'etat de transition. 

La ressemblance de ces inhibiteurs avec les substrats a I'etat de transition confere en general a ces molecules 
des affinites tout a fait exceptionnelles. 

L'introduction d'une liaison phosphonamide dans des substrats a ete decrite dans FR-A-2 654 430 et elle s'est 
revelee tres efficace pour parvenir a des inhibiteurs puissants de certaines proteases a zinc. Cependant, la stabilite 
chimique de la liaison phosphonamide depend fortement des sequences d'acides animes encadrant cette liaison et 
malheureusement pour certaines sequences, on observe une hydrolyse tres rapide de la liaison phosphonamide. 

Le recours & une liaison du type phosphonate a ete decrite par Kaplan et al dans Biochemistry, 30, 1991, p. 
8165-8170 et a permis d'obtenir dans le cas precis de la carboxypeptidase A I'inhibiteur synthetique le plus puissant 
jamais reporte pour une enzyme (constante d'inhibition Kj = 10' 5 M). 

Des inhibiteurs contenant une liaison phosphinique (X = CH 2 ) ont ete decrits dans FR-A-2 676 059 et se sont 
reveles tres efficaces dans le cas des collagenases bacteriennes. Dans EP-A-0 565 450, on a decrit des inhibiteurs 
contenant une liaison phosphonamide (X=NH), tres efficaces vis-a-vis de I'endopeptidase 24.15, mais aussi tres bons 
inhibiteurs de I'endopeptidase 24.16. 

Selon la presente invention, on a developpe de nouveaux derives de peptides comportant une liaison phosphinique 
qui sont puissants et selectifs comme inhibiteurs de I'endopeptidase 24-15; ces produits sont en particulier inactifs 
vis-a-vis d'autres proteases, en particulier I'endopeptidase 24-16, I'enzyme de conversion de Pangiotensine, I'endo- 
peptidase 24-11, les aminopeptidases M et L et les carboxypeptidases A et B. De plus, ces derives sont beaucoup 
plus stables du point de vue chimique que les peptides phosphonamidiques. 

Selon I'invention, ces nouveaux derives de peptides comportent la sequence d'acides amines suivante : 



- Phe ^(POgCHg)-^ pjXaa'-Yaa'-Zaa'- 
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T(P0 2 CH 2 ) indique que la liaison peptidique (CONH) a ete remplacee par la liaison phosphinique (P0 2 CH 2 ), 
Xaa' et Zaa' qui peuvent etre identiques ou differents, representent chacun un aeide amin6 naturel ou un pseudo- 
s acide amine, et 

Yaa* represente Arg ou Lys. 

Dans cette sequence, le groupe P0 2 CH 2 est sous forme P0 2 comme il apparait sur la figure 3 : il est done associe 
& un contre-ion tel que K + , Na + ou tout autre metal acceptable du point de vue pharmacologique. La nature du contre- 
10 ion n'a aucune importance car dans Peau les groupements charges sont dissoci§s. 

Selon un mode particulier de realisation de Pinvention, ces derives de peptides repondent & Tune des tormules : 

2- (LD) Phe T(P0 2 CH 2 )- (LD) Xaa , -Arg-2aa'OR 1 (I) 

et 

Z- (LD) Phe T(P0 2 CH 2 )- (L ^Xaa'-Lys-Zaa'OR 1 (II) 
dans lesquelles 

Z represente un groupe protecteur conventionnel de la synthese peptidique tel que le groupe acetyle ou benzy- 
20 loxycarbonyle, 

H'tPC^CH^ indique que la liaison peptidique (CO-NH) a et6 remplacee par la liaison phosphinique (P0 2 CH 2 ), 
Xaa' et Zaa' qui peuvent etre identiques ou differents, representent chacun un acide amine naturel ou un pseudo 
acide amine, et 

R 1 represente un atome d'hydrogene. NH 4 + ou un metal pharmaceutiquement acceptable. 

25 

Dans les formules (I ) et (II) donnees ci-dessus, les acides amines utilises pour Xaa* et Zaa' peuvent etre des acides 
amines naturels ou des pseudo-acides amines. 

Les acides amines naturels peuvent etre choisis parmi I'alanine, I'arginine. I'asparagine. I'acide aspartique, la 
cysteine, la glutamine, I'acide giutamique ; la glycine, Phistidine, I'isoleucine. la leucine, la norleucine, la lysine, la me- 
30 thionine. la phenylalanine, la proline, I'hydroxyproline. la serine, la threonine., le tryptophane, la tyrosine, la valine, la 
nitrophenyl alanine, I'homo arginine, la thiazolidine et la deshydroproline. 

Un pseudo acide amine peut etre defini comme un acide amine dans lequel la fonction soit amino ou carbonyle a 
ete remplacee par un autre groupement chimique. 

Le metal utilise pour R 1 peut etre un metal alcalin tel que le sodium, le potassium ou le lithium. 

Par ailleurs. comme il apparait dans la formule. les acides amines Phe et Xaa' peuvent etre sous forme L ou D. 
Aussi. le derive de peptide de formule (I) ou (II) peut etre constitue par un melange de 4 diastereoisomeres ou par un 
seul de ces isomeres. \{ 

De preference, dans les formules (I) et (II) donnees ci-dessus. Xaa' represente Gly: Ala ou Leu car la presence- 
d'un tel acide amine au voisinage de la liaison phosphinique permet d'obtenir de tres bons inhibiteurs^^-^^"^ 
-to ces derives de peptides sont differents des derives de peptides decrits dans EP-A-0 565 450 pour lesquels on 

avait toujours au voisinage de la liaison phosphinique I'enchainement Gly-Pro (ou analogue de Pro) ou Ala-Pro (ou 
analogue de Pro). Dans I'invention, on a remplace le groupe proline (hydroxy proline, thiazolidine ou dSsydroproline) 
par un groupe arginine ou lysine qui permet d'atteindre une selectivity tr£s elevee pour Tendopeptidase 24-15 par 
rapport a Tendopeptidas 24.16. 

45 Ainsi, dans ces derives, le choix de I'arginine (formule I) ou de la lysine (formule II) permet d'atteindre la specif icite 

voulue. 

En effet, tout peptide contenant une liaison phosphinique peut etre potentiellemnt un inhibiteur des differentes 
proteases appartenant a la famille des metalloprot6ases & zinc. Cependant, en dehors des interactions de la liaison 
phosphinique avec Patome de zinc du site actif, I'affinite du peptide depend aussi des interactions entre les acides 

50 amines de part et d'autre du motif phosphinique (R 1 , R 2 , R 3 , R r , R 2 ' et R 3 ' sur la fig. 3) et les difterents sous-sites (S 1 , 
S 2 S 3 , S r , S 2 ' et S 3 ' de la figure 1) du site actif de la protease. 

Selon I'invention, on a trouve que dans le cas de I'endopeptidase 24-15, la presence d'arginine ou de lysine en 
position R 2 ', conferait au peptide une affinite elevee pour les sous-sites de I'endopeptidase 24-1 5, et peu d'affinit6 pour 
les sous-sites d'autres proteases. 

55 Selon I'invention, I'acide amin6 representant Zaa' a 6galement beaucoup d'importance, car son choix permet d'op- 

timiser Interaction de Pinhibiteur avec I'endopeptidase 24-15, et de dSfavoriser son interaction vis-^-vis de I'endopep- 
tidase 24-16 et d'autres proteases. 
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De preference, selon I'invention Zaa' represente Met. Nle, Ala ou Phe. 

Dans le cas des derives de formuie II, on obtient aussi de bons resuttats lorsque Zaa* represente Leu ou lie. 
Dans le cas du derive de formuie I, on obtient les meilleurs resuttats en ce qui concerne la puissance et la selectivity 
de rinhibiteur, lorsque Xaa' represente Ala, et Zaa' represente Met. 
5 Dans le cas des derives de formuie II, on obtient de tres bons resultats lorsque Xaa' represente Ala et Zaa' repre- 

sente Met ou Phe. 

Ainsi, conformement a I'invention, on dispose d'inhibiteurs puissants et selectif s de I'endopeptidase 24-1 5 de mam- 
mifere, ou thimet peptidase, qui sont par ailleurs de tres mauvais inhibiteurs de I'endopeptidase 24-16. Ceci constitue 
un resultat tres important, car les peptidases 24-15 et 24-16 ont des specif icites tres proches et jusqu'& present seuls 
io etaient disponibles des inhibiteurs mixtes de ces deux peptidases comme il est decrit par H.Barelli et al dans Biochem. 
J., 1992, 287, pages 621-625 et dans EP-A-0 565 450. 

Les derives de peptides de I'invention peuvent §tre prepares par des procedes classiques tels que celui decrit 
dans FR-A-2 676 059. 

Toutefois. on prefere preparer les derives de formuie (I) ou (II) par des procedes de synthese en phase solide a 
75 partir des synthons de formuie : 

Z- (L D) PheH'(PO(OR 3 )CH 2 )- (L D) Xaa'OH 

dans laquelle Z. Phe, 4* et Xaa' ont les significations donnees ci-dessus, et R 3 represente le groupe adamantyle. 
Aussi, I'invention a egalement pour objet un procede de preparation d'un derive de peptide repondant aux formules 
20 (l)ou (II) donnees ci-dessus, qui consiste a coupler le dipeptide fixe sur une phase solide de formuie : NH 2 -Arg-Zaa'R 2 
ou NH 2 -Lys-Zaa'R 2 dans laquelle Zaa* a la signification donnee ci-dessus et R 2 est la phase solide, avec le synthon 
de formuie : 

Z- (LD) PheH'(PO(OR 3 )CH 2 )- (LD) Xaa'OH 
25 dans laquelle Z, H i , Xaa* et R 3 sont tels que definis ci-dessus, puis a separer le derive de peptide de formuie : 

Z- {LD) PheT(PO(OR 3 )CH 2 )- (LD) Xaa'Arg-Zaa'R 2 

ou 

30 Z- (LD) Phe^(PO(OR 3 )CH 2 )- (LD) Xaa'Lys-Zaa'R 2 

de la phase solide R 2 , et a eliminer le groupe R 3 par un traitement acide. 

Dans le procede decrit ci-dessus, les differentes etapes sont realisees pair des techniques classiques en utilisant 
les reactifs et solvants generalement employes dans la chimie des peptides. 

L'invention a encore pour objet une composition pharmaceutique comprenant un inhibiteur de I'endopeptidase 
35 24-15. caracterisee en ce que cet inhibiteur est un derive de peptide comportant la sequence d'acides amines suivante : 

- Phe 4'(P0 2 CH 2 )- <L D) Xaa'-Yaa'-Zaa'- 

ou repondant a I'une des formules (t) et (II) donnees ci-dessus. 

Ces inhibiteurs ont la possibility de bloquer in vivo la degradation de nombreux peptides biologiques chez I'homme 

40 (somatostatine, bradykinine, angiotensine, neurotensine, substance P, dynorphine, VIP) et done par la-meme de po- 
tentialiser les effets biologiques de ces differents peptides. L'utilisation de ces produits in vivo debouche done sur des 
applications pharmacologiques importantes impliquant ces peptides biologiques et leur degradation par I'endopepti- 
dase 24-15. D'autre part, cette meme peptidase a ete recemment impliquee dans la maladie d' Alzheimer et dans les 
etapes de maturation des proteines ras, proteines cles du developpement de nombreuses formes de cancers. II est & 

45 noter, que pour des produits similaires, des pseudopeptides phosphores, des essais ont d^montre que ces molecules 
in vivo, chez le chien, etaient effectivement capables d'inhiber la degradation de la neurotensine, et ce pour des con- 
centrations d'inhibiteur tres faible comme il est decrit par Barelli. H.; Fox-Threlkeld, J.E.T.; Dive, V.; Daniel, E.E.; 
Vincent, J.R & Checler, F.( 1994) Br. J. Pharmacol. 112, 127. 

Aussi, I'inhibition de I'endopeptidase 24-15 par les derives de I'invention, qui sont les plus puissants et les plus 

50 selectifs reportes jusqu'a present pour cette peptidase, a de nombreuses applications pharmacologiques, notamment 
comme analg6sique et pour le traitement de Thypothermie, de I'hypertension arterielle, du cancer et de la maladie 
d'Alzheimer. 

D'autres caracteristiques et avantages de ('invention apparaitront mieux a la lecture de la description qui suit 
donnee bien entendu a titre illustratif et non limitatif, en reference aux dessins annexes sur lesquels: 



55 



les figures 1 a 3 deja decrites illustrent la structure et Interaction avec une enzyme d'un substrat d'enzyme ou 
d'un inhibiteur conforme & I'invention ; et 

la figure 4 iliustre les differentes etapes de synthese d'un derive de peptide conforme a I'invention. 
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Les exemples qui suivent illustrent la preparation de synthons et de derives de peptides conformes & ('invention 
et les propriety des peptides obtenus. 

Exemple 1: Preparation du synthon Z-PheHTPO(OR 3 )CHo) GlyOH (synthon n° 1 ) 

5 ■ 

a) preparation de Z-PheT (PO(OR 3 )CHo)GlvOoCH g . 

Pour cette preparation, on part du produit Z-PheH , -(P0 2 CH2)GlyOC 2 H 5 qui est obtenu conformement k I'exemple 
(compose n° 4) du document FR-A-2 676 059. Ce produit est dissous dans un melange ethanol (20ml) et eau (5ml). 

10 Cette solution est ajoutee a une solution 1M de nitrate d'argent (4ml) sous agitation. Apres 10 min, 20 ml d'eau sont 
ajoutes, puis I'alcool ethylique forme est evapore sous vide. La phase aqueuse restante, contenant le pr£cipite de sel 
d'argent, est refroidie dans un bain glace-eau pour 1 heure, puis le precipite est filtre, Iav6 avec de I'eau et seche en 
presence de P 2 O s pour donner un solide (0,95g, rendement de 91% ). Ce sel d'argent (0 : 95g 2 1 ,82mM) est suspendu 
dans une solution de chloroforme (1 5ml), a laquelle est ajoute le 1 -adamantyte bromure (0,473g, 2,2 mM). Le melange 

15 reactionnel est porte au reflux pendant 30min. Le precipite de bromure d'argent est elimine par filtration, puis la solution 
filtree est concentree par evaporation. Le produit brut est purifie sur cofonne de gel de silice en utilisant comme eluant 
un melange chloroforme/ isopropanol (97:3) On obtient ainsi 0,66 g de produit pur Z-PheH'(PO(0-R 3 )CH2)GlyOC 2 H 5 
(rdt 81%) sous forme d'huile (Rf(1)=0,63: Rf(2)= 0,82 : poids moleculaire=553,34). 

20 b) Preparation du synthon Z-Phe-H' (PO(OR 3 )CH ? )GlyOH . 

Le produit Z-PheH / (PO(0-R 3 )CH2)GlyOC 2 H 5 obtenu en a) (0,55g, imM) est dissous dans I'ethanol (10mL), puis 
on ajoute goutte a goutte a cette solution ImL de soude 4M. Apres 1 heure et demie, a temperature ambiante, I'ethanol 
est elimine par evaporation sous vide. Le produit residuel est dissous dans I'eau (30ml), cette solution est refroidi dans 
25 un bain glace-eau, puis acidifiee avec HCI 2M. Le produit solide qui precipite est extrait par I'acetate d'ethyle, lave 
.avec de I'eau, sech6 sur Na 2 S0 4 , puis concentre pour donner le produit solide Z*PheH'(PO(0-R 3 )CH2)GlyOH (0.46g, 
89% rdt). Rf(2)=0.33 : poids moleculaire= 525,34. 

Exemple 2 : Preparation du synthon Z-Phe-H'fPOfOR^CH?) AlaOH (synthon n° 2) 

30 

Pour cette preparation, on suit le meme mode operatoire que dans I'exemple 1 en partant du produit Z-PheH' 
(P0 2 CH 2 )AlaOC 2 H 5 obtenu de la meme fagon que le produit Z-PheH J (P0 2 CH 2 )GiyOC 2 H 5 . 
Les caracteristiques des produits obtenues sont les suivantes : 

35 Z-Phe^(PO(OR 3 )CH 2 )AlaOC 2 H s : Rf(1 )=0.66 : poids moleculaire=566.35. 

Z-Phe-T(PO(OR 3 )CH 2 )AlaOH:Rf(1)=0.42: poids moleculaire=538.35. 

Exemple 3 : Preparation du synthon Z-Phe-T (PO(OR 3 )CHo)LeuOH (synthon n°3) 

40 On suit le meme mode operatoire que dans I'exemple 1 pour preparer ce synthon a partir du produit Z-PheH' 

(P0 2 CH 2 )LeuOC 2 H 5 obtenu de la meme faq:on que Z'Phe-T-(P0 2 CH 2 )GlyOC 2 H 5 . 
Les caracteristiques des produits obtenus sont les suivantes. 

Z-PheT(PO(OR 3 )CH 2 )LeuOC 2 H 5 : Rf(1)=0,64 ; poids moleculaire = 610,1. 
45 Z-PheT(PO(OR 3 )CH 2 )LeuOH:Rf(1)=0,52 ; poids moleculaire = 582,1 . 

Exemple 4 : Preparation de Z-PheH^ POpCHo)GlyArgMetOH (peptide n° 1 ). 

Pour preparer ce peptide, on utilise un mode de synthese en phase solide decrit sur la figure 4 en fixant tout 
50 d'abord sur la phase solide I'acide amine NH 2 -MetOH. La phase solide est constitute par une resine 2-Clorotrityle et 
on utilisant 50 umole de methionine pour 50 & 100 mg de resine sdche. 

a) preparation de FMQC-Arg-Zaa'-R 2 avec Zaa* representant Met, R 2 representant la resine 2-Clorotrityle et FMOC 
representant 9-Fluorenylmethyloxycarbony!e. 
ss Tout d'abord on laisse gonfler la resine avec la methionine fixee dessus, dans du dimethylformamide pendant 

15 minutes, puis on realise un couplage avec 2 a 4 equivalents de FMOC-Arg en utilisant pour ce couplage 2^4 
equivalents de 2(1 H Benzotriazol-l-y 1)1, 1,3,3 tetram£thyluronium hexafluorophosphate (HBTU), 2,5 a 5 equiva- 
lents de diisopropylamine (DIPEA) et 1 a 1,5 ml de dimethylformamide DMF (NMP) en realisant le couplage en 
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30 & 60 minutes. 

En fin cooperation, on rince avec 2 fois 2 ml de DMF 1 fois 4 ml de dichloromethane (DCM), 1 fois 2 ml 
d'isopropanol et 6 fois 2 ml de DMF. 
to preparation de NHo-Arq-Zaa'-R 2 
5 Dans cette etapeTon realise un clivage du groupement FMOC avec 3 fois 2,5 ml respectivement pendant 5 : 5 

et 10 minutes d'un melange piperidine/DMF (1:1). Apres cette operation, on rince avec 2 fois 2 ml de DMF, 1 fois 
4 ml de DCM, 1 fois 2 ml d'isopropanol et 6 fois 2 ml de DMF 

c) preparation de Phe-T (POCOR^CHoWaa'-Arq-Zaa'-R 2 . avec Xaa'=Gly . 

Pour cette etape, on utilise le synthon n° 1 obtenu dans I'Exemple 1 et on le couple avec le produit NH 2 -Arg- 
io Met-R 2 obtenu dans I'etape precedente. 

Pour ce couplage, on utilise 1 ,5 equivalent du synthon n° 1 , 3 equivalents de HBTU, 4 equivalents de DIPEA, 
et 1,5 ml de DMF en effectuant la reaction pendant 60 minutes. On rince ensuite avec 2 fois 2 ml de DMF 1 fois 
4 ml de DCM, 1 fois 2 ml d'isopropanol et 6 fois 2 ml de DMF. 

d) preparation de Z-PheH* (PO(OR 3 )CHo)Xaa'-Arq-Zaa'OH . 

is Dans cette etape, on separe le peptide de la phase solide R 2 en realisant le clivage avec 5 ml d'un melange 

d'acide acetique, de trifiuoroethanol (TFE) et de DCM (2:2:6). Apres 120 minutes de contact, on rince avec 10 ml 
de DCM et on seche a sec. 

e) preparation du peptide n° 1 . 

Dans cette etape, on elimine le groupe adamantyle R 3 en operant de la facon suivante. 
20 On met en contact le peptide obtenu dans I'etape precedente avec 2,5 ml d'un melange comprenant 50 a 60 

% d'acide trifluoracetique TFA, 5 % de phenol, 5 % d'eau, 5 % de thioanisol 2,5 % d'ethaneditiol et 42.5 a 32,5 
% de DCM, en operant pendant une duree de 40 a 180 minutes. On seche ensuite a sec, puis on traite avec 3 
equivalents de bicarbonate de sodium dans 2 ml d'eau et on extrait les impuretes dans Tether diethylique. On 
soumet ensuite le produit obtenu a une lyophilisation. 
25 Dans I'etape de clivage, on peut utiliser, au lieu du melange decrit precedemment 2,5 ml d'un melange de 50 

a 60 % de TFA, 5 % d'eau et 45 a 35 % de DCM. 

Le peptide n° 1 obtenu presente les caracteristiques suivantes : 

Rf = 0.7 (systeme propanol/eau 64:36) 
30 Chromatographic liquide a haute performance (HPLC) : temps de retention de 19 : 5 min : 

gradient lineaire de 28 min : eluant A (Solution aqueuse a 0.1 % d'acide trifluoracetique TFA) et eluant B (65 
% d'acetonitrile dans solution aqueuse a 0,1 % de TFA) 

Exemple 5 : 

35 

Dans cet exemple, on suit le meme mode operatoire que dans I'exemple 4 pour preparer les peptides n° 2 a 21 
donnees dans le tableau 1 annexe. 

Exemple 6 : 

40 

Dans cet exemple. on teste I'activite biologique des peptides n° 1 a 21 pour determiner leur effet inhibiteur vis-a- 
vis de I'endopeptidase 24-1 5 en operant de la facon suivante : 

On incube pendant 1 heure a 37°C, 2 nmole (20 u.mole/1) de neurotensine qui est un substrat connu de I'endo- 
peptidase 24.15, avec 7 jig d'endopeptidase 24.15 purifie dans un volume final de 100 u,l du tampon Tris-HCI, 50 mM, 
45 P H 7,5, en I'absence d'inhibiteur (temoin) ou en presence du peptide teste & des concentrations allant de 10" 11 & 10* 7 
mole/l. Apres 1 heure d'incubation, on analyse les solutions par HPLC. A partir de cette analyse, on determine la 
constante d'inhibition Ki du peptide teste. 

Les resultats obtenus sont donnes dans le tableau 1 . 

so Exemple 7 : 

Dans cet exemple, on etudie I'effet inhibiteur des peptides de I'invention vis-a-vis de I'endopeptidase 24-16. 

Dans ce but, on incube pendant 1 heure a 37°C, 2 nmole (20 umole/l) de neurotensine, qui est un substrat connu 
de I'endopeptidase 24-16, avec 8 u.g d'endopeptidase 24-16 purifie dans un volume final de 100 uJ de tampon tris-HCI, 
ss 50mM, pH 7,5, en I'absence de peptide (temoin) ou en presence du peptide teste & des concentrations allant de 10" 11 
a 10* 7 mole/!. Apres 1 heure d'incubation, on analyse les solutions par HPLC et on determine la constante d'inhibition 
Ki du peptide teste. 

Les resultats obtenus sont donnes dans le tableau 1. 
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Dans ce tableau, on a donne egaiement la selectivite du peptide vis-ct-vis de I'endopeptidase 24-16, soit le rapport 
Ki 24 . l6 /Ki2 4 . 15 . 

Les resultats du tableau 1 montrent que Ton obtient des peptides tres efficaces, en particulier lorsque le dernier 
acide amin6 du peptide est Met, Nle, Ala. Phe, Tyr, Leu ou Gin. 

5 En effetravec ces peptides n° 1 & 7, on obtient des inhibiteurs plus efficaces que I'inhibiteur connu Cpp-Ala Pro- 

Phe-pAb qui possede une constante d'inhibition de 7nM vis-a-vis de I'endopeptidase 24*15 de rat, comme ihest decrit 
par Dando et al dans Biochem. J. 294, 1993, p. 451-457. ; 

Exemple 8 : 

" 10 

Dans cet exemple, on prepare des peptides de formule Z-PheH'fPOgChyAla-Lys-Zaa'OH en suivant le meme 
mode operatoire que dans I'exemple 4, mais en utilisant le synthon n° 2. 

On teste ensuite I'effet inhibiteur de ces peptides vis-a-vis de I'endopeptidase 24-15 et eventuellement de I'endo- 
peptidase 24-16 en suivant le meme mode operatoire que dans les exemples 6 et 7. 
is Les resultats obtenus sont donnes dans le tableau 2. Ces resultats montrent que les peptides n° 22 a 34 sont des 

inhibiteurs tres puissants de I'endopeptidase 24-15. 

A titre comparatif, on peut noter que des melanges de peptides du type Z-PheT (P0 2 CH 2 )Ala-Pro-Zaa'OH et Z- 
PheH i (P0 2 CH 2 )Ala-Nle-Zaa'OH t par rapport a des melanges du type : 

Z-PheH'[P0 2 CH 2 ]Ala Arg Zaa' ou Z-PheH'[P0 2 CH 2 ]Ala-Lys Zaa'dans lesquels Zaa' represente les 20 acides amines 
20 naturels, ont des constantes d'inhibition Ki bien plus faibles et presentent en outre une tres faible selectivite vis-a-vis 
de I'inhibition de I'endopeptidase 24-16. 



PEPTIDE 


Ki24-15(nM) 


Ki24-16(nM) 


SELECTIVITE 


Z-Phe^(P0 2 CH 2 )Ala-Pro-Zaa'OH 


35 


60 


1,7 


Z-PheY(P0 2 CH 2 )Ala-Nle-Zaa'OH 


52 


330 


6,3 


Z-Phe4^(P0 2 CH 2 )Ala-Lys-Zaa'OH 


3,5 


900 


257 


Z-PheH'fPO^hyAla-Arg-Zaa'OH 


3,5 


1600 


457 



30 

AinsL on remarque que le remplacement de Arg ou Lys par Pro ou Nle donne des inhibiteurs qui ne sont plus tres 
selectifs vis-avis de I'endopeptidase 24-15. 




Exemple 9 : 

35 

Dans cet exemple, on prepare les peptides n° 42. 43 et 44. en suivant le meme mode operatoire que dans I'exemple 
4, mais en partant du synthon n° 2 pour les peptides n° 42 et 43. et du synthon n° 3 pour le peptide n° 44. 

On teste les proprietes inhibitrices des peptides obtenus vis-a-vis de I'endopeptidase 24-15 et de I'endopeptidase 
24-16 en suivant le meme mode operatoire que dans les exemples 6 et 7. 
40 Les resultats obtenus sont donnes dans le tableau 3. 

Dans ce tableau, on a regroupe egaiement les resultats obtenus avec les peptides n° 1 , n° 4 et n°25 qui comportent 
le meme acide amine en bout de chatne que ceux des peptides n° 42, 43 et 44. 

Les resultats de ce tableau montrent que le peptide n° 43 Z- (D . L) PheH'(P0 2 CH 2 )(D,L)Ala-Arg-PheOH est I'inhibiteur 
le plus puissant qui soit connu pour I'endopeptidase 24-15, tout en 6tant extremement s6lectif. (Facteur de selectivity 
45 vis-a-vis de I'endopeptidase 24-16 de 3335). Par exemple, I'inhibiteur connu Cpp-Ala-Pro-Phe-pAb possede un Ki de 
7nM vis-^-vis de I'endopeptidase 24-15 de rat, alors que dans les memes conditions le melange d'inhibiteurs 
Z-p. L )Phe4 i (P0 2 CH 2 ) (DL) Ala-Arg-PheOH, comprenant 4 diastereoisomeres, possede un Ki de 0,16 nM. S'agissant 
d'un melange, il peut etre attendu que I'un de ces diastereoisomeres ait un Ki de I'ordre de 40 pM, soit une difference 
d'affinite avec le produit Cpp-Ala-Pro-pAb de I'ordre de 175. De meme, le peptide n° 42 Z- (D . L) PheH'(P0 2 CH 2 ) (D L) Ala- 
50 Arg-MetOH constitue le melange le plus puissant des peptides testes selon I'invention avec un Ki de 0,067nM. L'un 
des diastereoisomeres de ce melange possede sans doute une affinite de I'ordre de 15 pM, soit une puissance aug- 
mentee par un facteur 440. 

Par ailleurs, tous ces peptides sont tres selectifs pour I'endopeptidase 24-15. 

Enfin, il est important de noter que la specifite entre les endopeptidases 24-15 de differentes especes (rat, poulet, 
55 homme) ne variant pas, les peptides de I'invention sont done des inhibiteurs puissants de Tendopeptidase 24-15 de 
Thomme. 
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Revendications 

1. Derive de peptide comportant la sequence d'acides amines suivante : 
ss - Phe ^(POgCH^-^Xaa'-Yaa'-Zaa'- 

dans laquelle 

T(P0 2 CH 2 ) indique que la liaison peptidique (CONH) a ete remplacee par la liaison phosphinique (POgCHg). 
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Xaa' et Zaa* qui peuvent etre identiques ou diff£rents, represented chacun un acide amine naturel ou un 
pseudo-acide amine, et 
Yaa' represente Arg ou Lys. 

2. Derive de peptide repondant a Tune des formules : 

Z- (LD )Phe T(P0 2 CH 2 )- (LD) Xaa'-Arg-Zaa , OR 1 (I) 



et 



dans lesquelles 



Z- (LD )Phe H^POgCH^-^Xaa'-Lys-Zaa'OR 1 (II) 



Z represente le groupe acetyle ou benzyloxycarbonyle, 

H , (P0 2 CH 2 ) indique que la liaison peptidique (CO-NH) a ete remplacee par la liaison phosphinique (P0 2 CH 2 ). 
15 Xaa' et Zaa' qui peuvent etre identiques ou differents, represented chacun un acide amine naturel ou un 

pseudo acide amine, et 

R 1 represente un atome d'hydrogene, NH 4 + ou un metal pharmaceutiquement acceptable. 

3. Derive de peptide selon I'une quelconque des revendications 1 et 2, caracterise en ce que Xaa 1 represente Gly. 
20 Ala ou Leu. 

4. Derive de peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que Zaa' represente Met. 
Nle. Ala ou Phe. 

25 5. Derive de peptide repondant & la formule : 

Z- (LD )Phe 4*(P0 2 CH 2 )- (LD) Xaa' Lys Zaa'OR 1 (II) 

dans laquelle 

30 Z represente le groupe benzyloxycarbonyle, 

H'fPOgCHg) indique que la liaison peptidique (CO-NH) a ete remplacee par la liaison phosphinique (P0 2 -CH 2 ), 

Xaa' represente Gly, Ala ou Leu, 

Zaa' represente Met. NLe. Ala, Phe, Leu ou Me. et 

R 1 represente un atome d'hydrogene. NH 4 * ou un metal pharmaceutiquement acceptable. 

35 

6. Derive de peptide selon la revendication 5. caracterise en ce que 

Xaa' represente Ala. Zaa" represente Met et R 1 represente un atome d'hydrogene. 

7. Derive de peptide de formule 

Z- (LD) Phe 4'(P0 2 CH 2 ). (LD) Gly-Arg-Met-OH 
dans laquelle Z represente le groupe benzyloxycarbonyle, et 

4 J (P0 2 CH 2 ) indique que la liaison peptidique (CO-NH) a ete remplacee par la liaison phosphinique (P0 2 -CH 2 ). 
45 8. Derive de peptide de formule 

Z- (LD) Phe Y(P0 2 CH 2 )- (LD) Ala-Arg-Zaa'OH 

dans laquelle 

. Z represente le groupe benzyloxycarbonyle, 



H^PO^Hg) indique que la liaison peptidique (CO-NH) a ete remplacee par la liaison phosphinique (P0 2 CH 2 ) et 
Zaa' represente Met ou Phe. 

9. Precede de preparation d'un derive de peptide repondant & la formule 

Z- (LD) Phe ^(POgCH^-^Xaa'-Arg-Zaa'OR (I) 

dans laquelle 
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2 represente le groupe benzyloxycarbonyle, 

H^PC^CH^) indique que la liaison peptidique (CO-NH) a ete remplacee par la liaison phosphinique (PC^CHg), 
Xaa' et Zaa* qui peuvent etre identiques ou differents, representent chacun un acide amine naturel ou synthe- 
tique s et 

s R 1 represente un atome d'hydrogene, NH 4 + ou un metal pharmaceutiquement acceptable, 

caracterise en ce qu'H consiste a coupler le dipeptide fixe sur une phase solide. de formule 

NH 2 -Arg-Zaa'R 2 

io dans laquelle Zaa' a la signification donnee ci-dessus et R 2 est la phase solide, avec le dipeptide de formule 

Z- (LD) Phe T(PO(OR 3 )CH 2 )- (LD) Xaa , OH 

dans laquelle Z. 4 i (P0 2 CH 2 ) et Xaa" ont les significations donnees ci-dessus, et R 3 represente le groupe adaman- 
tyle : puis & separer le derive de peptide de formule 

Z- (LD) Phe H J (PO(OR 3 )CH 2 )- (LD) Xaa'-Arg-Zaa , R 2 
de la phase solide R 2 : et a eliminer le groupe R 3 par un traitement acide. 

10. Precede de preparation d'un derive de peptide de formule (II) 

Z- (LD) Phe H'(P0 2 CH 2 )- (LD) Xaa'-Lys-Zaa , OR 1 (II) 
dans laquelle 

Z represente le groupe benzyloxycarbonyle, 
2S T(P0 2 CH 2 ) indique que la liaison peptidique (CO-NH) a ete remplacee par la liaison phosphinique (P0 2 CH 2 ), 

Xaa' et Zaa' qui peuvent etre identiques ou differents, representent chacun un acide amine naturel ou synthe- 
tique, et 

R 1 represente un atome d'hydrogene, NH 4 ou un metal pharmaceutiquement acceptable 

30 caracterise en ce qu'il consiste a coupler le dipeptide fixe sur une phase solide. de formule 

NH 2 -Lys-Zaa'R 2 

dans laquelle Zaa* a la signification donnee ci-dessus et R 2 est la phase solide. avec le dipeptide de formule 
Z- (L D) Phe H J (PO(OR 3 )CH 2 )- (L D) Xaa'OH 
35 dans laquelle Z. % P(P0 2 CH 2 ) et Xaa* ont les significations donnees ci-dessus. et R 3 represente le groupe adaman- 

tyle. puis a separer le derive de dipeptide de formule 

Z- (LD) Phe T(PO(OR 3 )CH 2 )- (LD) Xaa'-Lys-Zaa'R 2 



20 



40 



de la phase solide R 2 et a eliminer le groupe R 3 par un traitement acide. 

11. Composition pharmaceutique comprenant un inhibiteur de I'endopeptidase 24-15, caracterise en ce que cet inhi- 
biteur est un derive de peptide selon Tune quelconque des revendications 1 & 8. 

12. Composition pharmaceutique selon la revendication 11 utilisable comme agent hypothermiant. agent analgesique, 
45 ou agent de traitement de Thypertension arterielle. du cancer ou de la maladie d'Alzheimer. 



so 



55 
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NH 2 -Zaa'-R 2 



+ FMOC-Arg 



FMOC Lys 



FMOC-Arg-Zaa'-R2 

I 

NH 2 -Arg-Zaa'-R 2 



FMOC-Lys-Zaa'R 2 

I 
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